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Resumen 

La microbiota intestinal es un tema de estudio 

novedoso, cuyo número de publicaciones ha crecido 
rápidamente, dada la amplia cantidad de observaciones 

que señalan la relación entre las bacterias intestinales y 

el estado de salud o enfermedad en humanos. La 

utilización de muestras fecales, es una alternativa 
metodológica de gran utilidad para estudiar las 

comunidades microbianas del intestino por su fácil 

obtención de carácter no invasivo. Sin embargo, el uso 
de estas muestras comprende distintas consideraciones 

metodológicas que abarcan la obtención y condiciones 

de almacenamiento y procesamiento de las muestras 
como importantes variables a considerar, para poder 

preservar las características originales de la muestra y 

su representatividad. Así como la estrategia de 

secuenciación usando tecnologías de nueva generación 
y el cómo podemos valernos de recursos 

bioinformáticos para ayudarnos a conocer la 

diversidad microbiana de las secuencias derivadas de 
estas muestras y la presencia de taxones con 

abundancia diferencial. Por lo tanto, el conocimiento 

de los retos asociados a la obtención, almacenamiento 
y procesamiento de muestras fecales y la 

disponibilidad de técnicas de secuenciación y 

herramientas bioinformáticas para los análisis de 
diversidad y taxonomía, puede ayudarnos a mejorar el 

diseño experimental al estudiar a la microbiota 

intestinal. 
 

Abstract 

The intestinal microbiota has garnered increasing 
interest in recent years, given the many observations 

that point to the relationship between intestinal 

bacteria and health or disease in humans. The use of 
fecal samples is a helpful alternative to study the 

microbial communities of the intestine due to their 

non-invasive nature. However, using these samples 

involves different methodological considerations that 
include the acquisition, storage, and processing 

conditions of the samples as major variables to be 

taken into account to preserve its representativeness. 
As well as the sequencing strategy using new 

generation technologies and how we can use 

bioinformatics resources to help us to determine the 
microbial diversity of the sequences derived from 

these samples and the presence of differentially 

abundant taxa. Therefore, knowledge of the challenges 
associated with collecting, storing, and processing 

fecal samples and the availability of sequencing 

techniques and bioinformatics tools for diversity and 

taxonomic analyses can help us to improve the 
experimental design when studying gut microbiota. 
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Introducción 

 

Los análisis taxonómicos de muestras fecales son 

ampliamente utilizados para obtener una 

aproximación a la ecología microbiana del tracto 

gastrointestinal.  

 

La secuenciación de un fragmento corto del gen 

16SrRNA en las regiones hipervariables V3-V4 o más 

recientemente, solo la región V4, permite obtener, 

una robusta estimación del perfil taxonómico y la 

diversidad bacteriana hasta el nivel de género (1). 

Las muestras fecales han sido ampliamente utilizadas 

en diversos estudios y ensayos clínicos al ser fáciles 

de colectar por su carácter de obtención poco 

invasiva.  

 

A continuación, se presentan alternativas y 

consideraciones metodológicas para el estudio de la 

microbiota intestinal que comprenden, la obtención y 

almacenamiento de materia fecal, purificación de 

DNA, amplificación y secuenciación del gen 

16SrRNA en las regiones hipervariables V3-V4 y una 

breve aproximación al análisis bioinformático de las 

secuencias obtenidas.   

 

 

 
 

Figura 1. Resumen de diagrama de flujo para análisis de microbiota intestinal proveniente de muestras fecales. 1) Apoyo por parte 
del personal de salud para la recolección de muestras fecales. 2) Almacenamiento de muestras fecales por congelación inmediata. 3) 

Purificación de ADN. 4) Amplificación por técnica de PCR de las regiones hipervariables V3-V4 del gen y preparación de librerías para 

secuenciación 16S rRNA. Se puede observar el gen 16S rRNA y sus regiones hipervariables. 5) Secuenciación en Miseq. 6) 

Procesamiento de secuencias crudas y análisis bioinformático.  

 

Obtención de muestras fecales 

 

En ensayos clínicos, es ideal que el personal de 

salud instruya a los pacientes con un protocolo 

escrito, acompañado de elementos de apoyo visual 

para el adecuado manejo y almacenamiento de heces 
(Fig. 1.1), que serán entregadas de acuerdo a las 

necesidades del protocolo a realizar (2).  Los 

protocolos de recolección y conservación de 

muestras afectan tanto a la calidad como a la 

precisión de los datos metagenómicos (3). El tamaño 

del efecto de estos pasos, en algunas circunstancias, 

puede ser mayor que el de las variables biológicas de 

interés y pueden ser importantes factores de 

confusión en los meta-análisis de conjuntos de datos 

de diferentes estudios (Fig. 1.2). Los métodos de 

colecta y almacenamiento que han sido validados 

para un tipo de muestra, no pueden asumirse como  

óptimos para todos los casos. Por ello, a menudo es 

necesario optimizarlos de acuerdo a los objetivos 

clave, que son; recoger suficiente biomasa 

microbiana para la secuenciación y minimizar la 
contaminación de las muestras (4). La congelación 

inmediata, sin conservante de heces, se ha utilizado 

ampliamente como estándar de oro para los análisis 

del microbioma intestinal, ya que este método 

preserva la composición microbiana de forma similar 

a una muestra fresca y también evita la posible 

influencia del conservante añadido (5). Por otro lado, 

se han reportado otros sistemas alternativos de 

colecta de muestras que no requieren congelación, 

incluidos OMINIgene GUT, etanol al 95%, RNAlater 

y tarjetas FTA, que también son informativos para el 
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análisis del microbioma intestinal (5). De estos el 

etanol al 95% tiene una validez relativamente baja 

para los índices de alfa diversidad (6).  

 

Extracción de DNA 

 

Actualmente podemos encontrar en el mercado 

un sinnúmero de kits comerciales para la purificación 

de ADN para estudios de microbiota. Es importante 

mencionar que la metodología de extracción del 

ADN puede afectar a la composición de los datos de 

la secuencia descendente (7) (Fig. 1.3). Los métodos 

de extracción de ADN que incluyen la lisis mecánica 

(o el batido de microesferas) suelen considerarse 

superiores a los que se basan en la lisis química(8). 

Sin embargo, varían en cuanto a su eficacia (9). La 

contaminación puede ocurrir durante las etapas de 

procesamiento de la muestra y los kits o reactivos de 

laboratorio pueden contener cantidades variables de 

contaminantes microbianos (10). Para la purificación 

de ADN proveniente de heces frescas o congeladas, 

pueden usarse kits que utilizan columnas que 

integran membranas de sílice. El procedimiento no 

requiere extracción con fenol cloroformo, y supone 

una manipulación mínima que permite reducir la 

contaminación cruzada entre muestras y facilitar el 

manejo de muestras potencialmente infecciosas. 

Estos procedimientos están optimizados para su uso 

con cantidades que van de 180 a 220 mg de heces, 

pero también pueden utilizarse con volumen mayor, 

cuando el ADN diana no está distribuido de forma 

homogénea en las heces y/o se encuentra en una baja 

concentración (11). 

 

Las células bacterianas se lisan eficazmente 

incubando el homogeneizado de heces con 

amortiguador de lisis a 70°C, pero para la detección 

de células difíciles de lisar esta temperatura puede 

aumentarse a 95°C. El método de extracción debe ser 

eficaz para diversos taxones microbianos; de lo 

contrario, los resultados de la secuenciación pueden 

estar dominados por el ADN procedente únicamente 

de microbios fáciles de lisar (7). 

 

Las muestras de heces suelen contener muchos 

compuestos, que pueden degradar el ADN e inhibir 

las reacciones enzimáticas posteriores como la 

Reacción en Cadena de la Polimerasa (en inglés 

“PCR”), entre los inhibidores más comunes en las 

heces se encuentran los ácidos biliares, uratos y los 

polisacáridos complejos (12). Existen kits con 

tabletas o soluciones amortiguadoras para remover 

sustancias inhibidoras, después de los pasos de lisis, 

estos pueden eliminarse mediante centrifugación, el 

ADN se purifica en columnas en pasos posteriores. 

El procedimiento de purificación del ADN implica 

(11): 

 

1. Digestión de las proteínas. Con proteinasa K en 

condiciones desnaturalizantes. 

2. La unión del ADN a una membrana de sílice. Se 

ajustan las condiciones con un amortiguador para 

permitir la unión del ADN a la membrana, y la 

muestra se carga en la columna de centrifugado. 

Donde el ADN se absorbe en la membrana de 

sílice durante un paso de centrifugación. 

 

3. Lavado de las impurezas. Las concentraciones de 

sal y las condiciones de pH optimizadas en el 

lisado evitan que los restos de proteínas digeridas 

y otras impurezas, que pueden inhibir la PCR 

queden retenidas en la membrana. El ADN unido 

a la membrana se lava mediante centrifugación 

con tampones de lavado. 

 

4. Elución del ADN. El ADN se eluye de la columna 

de centrifugación con un tampón de baja 

salinidad a temperatura ambiente, libre de 

proteínas, nucleasas impurezas o inhibidores de la 

PCR. 

 

Determinación de la concentración, el 

rendimiento y la pureza 

 

El ADN purificado puede cuantificarse por 

espectrofotometría UV visible de espectro completo. 

El rendimiento del ADN se determina a partir de la 

concentración de ADN en el eluido, medida por la 

absorbancia a longitud de onda de 260 nm (13). La 

pureza se determina calculando la relación entre la 

absorbancia a 230nm, 260nm y 280nm. Para evaluar 

con precisión la calidad de la muestra, deben 

analizarse las relaciones 260/280 y 260/230 en 

combinación con la calidad espectral general. Los 

ácidos nucleicos puros suelen arrojar una relación 

260/280 de ~1.8 y de ~2.0 para el ADN y el ARN, 

respectivamente. Esta relación depende del pH y de 

la fuerza iónica del amortiguador utilizado para 

realizar las mediciones del blanco y de la muestra. 

Las soluciones ácidas subestiman la relación en 0.2-

0.3, mientras que una solución básica la sobreestima 

en 0.2-0.3. Las relaciones de pureza 

significativamente diferentes pueden indicar la 

presencia de proteínas, fenol u otros contaminantes 

que absorben fuertemente a 280 nm. La relación de 

pureza 260/230 es una segunda medida de la pureza 

del ADN, con valores para un ácido nucleico puro 

que suelen estar en el rango de 1.8-2.2. Los cocientes 

de pureza que son significativamente inferiores a los 

valores esperados, pueden indicar que la técnica de 
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aislamiento utilizada puede requerir una mayor 

optimización (14).  

 

Tanto el ADN como el ARN se miden con un 

espectrofotómetro. Para medir sólo el ADN, se debe 

utilizar un fluorómetro. La integridad y longitud del 

ADN se determina, haciendo una electroforesis en un 

gel de agarosa al 2%. El ADN puede teñirse con un 

agente intercalante para su visualización. 

 

Amplificación de las regiones hipervariables V3-

V4 del gen 16S rRNA y purificación de 

amplicones 

 

La PCR se ha convertido en una importante 

herramienta para la identificación de 

microorganismos previamente desconocidos y los 

análisis de diversidad microbiana ambiental (15). La 

PCR es utilizada para amplificar las regiones 

hipervariables V3-V4 del gen 16S rRNA a partir del 

ADN purificado de muestras fecales.  Para esto, se 

recomienda utilizar una polimerasa de alta fidelidad 

y los primers Bakt_341F y Bakt_805R (16) (Tabla 

1), generando fragmentos de ~500 pb a partir de 1-

200 ng de DNA de cada muestra (Fig. 1.4). 

 
Tabla 1. Cebadores Bakt_341F y Bakt_805R compatibles con 

Illumina. 

 

Forward 
5’TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGC

CTACGGGNGGCWGCAG 3′ 

Reverse 
5′GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG

GACTACHVGGGTATCTAATCC 3′ 

 

Las polimerasas de alta fidelidad son eficaces 

hasta tamaños de 15 kb de ADN genómico. Podemos 

encontrar en el mercado mezclas maestras (Master 

Mix) que contienen anticuerpos anti-Taq ADN 

polimerasa, Mg++, desoxirribonucleótidos 

trifosfatos, ADN polimerasa Taq recombinante y de 

Pyrococcus GB-D termoestable. El anticuerpo anti-

Taq ADN polimerasa inhibe la actividad de la 

polimerasa de forma reversible (17), proporcionando 

un "hot start" automatizado y permitiendo una 

configuración a temperatura ambiente. El hot start 

mediado por anticuerpos mejora la especificidad y el 

rendimiento de la PCR. La actividad de la polimerasa 

se restablece tras un paso de desnaturalización en el 

ciclo de PCR a 94°C. La polimerasa GB-D de la 

especie Pyrococcus posee una actividad de 

corrección de exonucleasas de 3’ a   5’ (18). La 

mezcla de la enzima correctora con la Taq ADN 

polimerasa aumenta la fidelidad ~6 veces sobre la de 

la Taq ADN polimerasa sola.  

Los amplicones resultantes pueden purificarse por 

centrifugación mediante membranas de sílice, o 

perlas magnéticas. 

 

Secuenciación de las regiones hipervariables V3-

V4 del gen 16S rRNA 

 

Los amplicones pueden secuenciarse utilizando 

metodologías de alto rendimiento, por ejemplo, la 

plataforma Illumina, para la preparación de librerías 

de secuenciación metagenómica de 16S (19).  Según 

el protocolo de preparación de librerías, se 

amplifican las regiones hipervariables V3-V4 en un 

ciclo de PCR limitado y se agregan los adaptadores 

de secuenciación y códigos de barra (Barcodes). Las 

bibliotecas se agrupan para su secuenciación 

utilizando los índices de NexteraXT. Usando lecturas 

pareadas de 300 pb, los extremos de cada par de 

lecturas se sobreponen, para generar lecturas 

completas de alta calidad, en una corrida de 

aproximadamente 56 horas. El resultado de corrida 

en MiSeq es de aproximadamente 44-50 millones de 

lecturas de extremos pareados o paired-end (Fig. 

1.5). 

 

Procesamiento de secuencias y control de calidad 

 

Para el análisis bioinformático a partir de las 

secuencias obtenidas del 16S rRNA, puede utilizarse 

la plataforma Quantitative Insights Into Microbial 

Ecology 2 (QIIME2) en su versión más actual (20) 

(Fig. 1.6).  

 

Primero se genera un archivo que contenga los 

metadatos asociados a las muestras o Metadata.tsv, 

para importar las secuencias crudas pareadas. Los 

metadatos son datos contextuales sobre los datos 

experimentales. Son el quién, el qué, cuándo, dónde 

y por qué de estos datos. Los metadatos de la muestra 

son la información sobre la muestra primaria: cuándo 

se recogió (por ejemplo, fecha y hora), de dónde se 

recogió (por ejemplo, latitud, longitud, 

elevación/profundidad, nombre del sitio, país, etc.), 

qué tipo de muestra era (por ejemplo, suelo, agua de 

mar, heces) y las propiedades del entorno durante la 

colecta (por ejemplo, temperatura, salinidad, pH) o la 

condición experimental (por ejemplo, experimental o 

de control, estado de enfermedad) de la que se tomó 

la muestra. Los metadatos de preparación incluyen 

información sobre los métodos de preparación y/o 

procesamiento de la muestra primaria. Para la 

secuenciación de ADN de una muestra del 

microbioma, los metadatos de preparación incluyen 

el tipo de método de extracción de ADN, y las 

condiciones utilizadas para la secuenciación (por 
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ejemplo, cebadores, kits de bibliotecas, 

instrumentación y parámetros de secuenciación) (21). 

 

Las hipótesis son impulsadas por los metadatos y 

dependen de ellos. En el contexto de las muestras de 

microbiota, las variables descriptivas permiten hacer 

comparaciones (por ejemplo, entre grupos, con otras 

covariables, etc.). Los metadatos también son 

fundamentales para compartir y reutilizar los datos 

científicos. Los principios de disposición de datos 

están recogidos en los Principios de Datos FAIR 

(22), que establecen que los datos deben ser 

localizables, accesibles, interoperables y 

reutilizables. Si se tienen secuencias multiplexadas 

paired-end con barcodes, se pueden generar dos 

archivos que contengan las lecturas forward y 

reverse, bajo el mismo nombre que se les otorgó en 

el archivo metadata, el archivo metadata.tsv debe 

contener una columna con los barcodes asociados, o 

dos columnas si son índices duales (Fig. 2). El orden 

de los registros en los archivos fastq, define la 

asociación entre las lecturas de la secuencia forward 

y reverse, por lo que debe conservarse un orden 

correcto. No es necesario que los códigos de barras 

del archivo de metadatos estén en un orden 

específico. 

 

 
 
Figura 2. Ejemplo de archivo de metadatos para importar secuencias en QIIME2. La primera fila debe contener el nombre de la 

variable, siendo la primera celda nombrada como “sample-id”. La segunda fila indica el tipo de variable (categórica o numérica), la 

primera celda debe ser nombrada como “#q2:types”.  

 

Para importar los datos a QIIME2 puede usarse el 

comando qiime tools import. Una vez importados los 

archivos se comienza la demultiplexación de 

secuencias. Para ello es necesario el archivo de 

metadatos de la muestra, y debe indicar qué columna 

de ese archivo contiene los códigos de barras por 

muestra.  

 

Tras la demultiplexación, podemos generar y 

visualizar un resumen de cuántas secuencias se 

obtuvieron por muestra y la calidad de la secuencia 

en cada posición. 

 

Se puede escoger entre distintos métodos de 

control de calidad, como DADA2 y Deblur. Dado 

que las ASVs resultantes de DADA2 se crean 

agrupando secuencias únicas se denominan variantes 

de secuencia del amplicón o ASVs. DADA2 permite 

detectar y corregir los datos de la secuencia de 

amplicones de Illumina, este proceso de control de 

calidad filtra además cualquier lectura phiX 

(comúnmente presente en los datos de secuencias de 

genes marcadores de Illumina) que se identifique en 

los datos de secuenciación, y filtra las secuencias 

quiméricas (23,24). 

 

Pruebas de diversidad  

 

QIIME provee la implementación de varias 

métricas de diversidad filogenética. Estas métricas 

requieren la generación de un árbol filogenético 

enraizado. El cual puede generarse usando el 

comando align-to-tree-mafft-fasttree del plugin q2-

phylogeny. 

 

Para realizar análisis de diversidad, podemos usar 

el comando q2-diversity plugin y el método core-

metrics-phylogenetic que calcula varias métricas de 

diversidad alfa y beta, y genera gráficos de análisis 

de coordenadas principales (PCoA). Un parámetro 

muy importante que debe proporcionarse es la 

profundidad de muestreo uniforme, es decir, de 

rarefacción. Porque la mayoría de las métricas de 

diversidad son sensibles a diferentes profundidades 

de muestreo en diferentes muestras. La rarefacción es 

un método propuesto por primera vez por Sanders 

(25), que ajusta las diferencias de tamaño de las 

bibliotecas entre las muestras. Basándose en estas 

submuestras de igual tamaño, se pueden calcular 

métricas de diversidad que pueden contrastar los 
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ecosistemas de forma "justa", independientemente de 

las diferencias en los tamaños de las muestras (26). 

  

La elección de este valor es complicada, una 

opción es elegir un valor lo más alto posible para 

retener más secuencias por muestra y excluir el 

menor número de muestras posible. Se ha reportado 

que las estimaciones de muchos índices de diversidad 

alfa subestiman la verdadera diversidad del entorno 

(27). Intentar abordar este problema utilizando la 

rarefacción en ocasiones puede inducir más sesgo, 

porque los entornos pueden ser idénticos con 

respecto a una métrica de diversidad alfa, pero las 

diferentes estructuras de abundancia inducirán 

diferentes sesgos cuando se enrarezcan. Por ejemplo, 

en dos entornos con diferentes estructuras de 

abundancia pero con igual riqueza; la rarefacción 

puede dar la falsa impresión de una riqueza desigual 

(28). Tanto la riqueza de la muestra como la riqueza 

enrarecida están impulsadas por artefactos del 

experimento como el tamaño de la biblioteca, y no 

puramente por la estructura de la comunidad 

microbiana. Recientemente se argumenta que, para 

sacar conclusiones significativas sobre toda la 

comunidad microbiana, es necesario ajustar el 

muestreo no exhaustivo utilizando modelos de error 

de medición para ajustar la incertidumbre en la 

estimación de la diversidad alfa. Por lo que se ha 

motivado a los ecologistas microbianos a utilizar 

estimaciones de la diversidad alfa que tengan en 

cuenta las especies no observadas, y a utilizar la 

varianza de las estimaciones en los modelos de error 

de medición para comparar la diversidad entre 

ecosistemas (29) 

 

Podemos analizar la composición de las muestras 

en el contexto de los metadatos categóricos mediante 

PERMANOVA. (análisis de varianza multivariante 

permutado) (30), que es una partición geométrica de 

la variación multivariante en el espacio de una 

medida de disimilitud elegida según un diseño 

ANOVA dado, con valores p obtenidos mediante 

técnicas de permutación libres de distribución. El 

método es semiparamétrico, motivado por el deseo 

de realizar una partición clásica, como en el ANOVA 

(permitiendo así las pruebas y la estimación de los 

tamaños de los efectos principales, los términos de 

interacción, las estructuras jerárquicas, los 

componentes aleatorios en los modelos mixtos, etc.) 

conservando al mismo tiempo importantes 

propiedades estadísticas robustas de los métodos 

multivariantes no paramétricos basados en rangos, 

como el análisis de similitudes (ANOSIM) (31), 

como, la flexibilidad para basar el análisis en una 

medida de disimilitud (como Bray-Curtis, Jaccard, 

etc.) y las inferencias sin distribución logradas por 

permutaciones, sin la suposición de normalidad 

multivariante. Puede haber más variables de 

respuesta que unidades de muestreo, los datos pueden 

ser severamente no normales, cero-inflados, 

ordinales o cualitativos (30). Prueba si las distancias 

entre las muestras dentro de un grupo, son más 

similares entre sí que con las muestras de otros 

grupos, esta prueba puede ser lenta de ejecutar, 

especialmente si es pareada, al basarse en pruebas de 

permutación. 

 

Análisis taxonómico 

 

Podemos explorar la composición taxonómica de 

las muestras en función de los metadatos. QIIME2 

permite asignar la taxonomía a las secuencias 

utilizando un clasificador Naive Bayes y el plugin 

q2-feature-classifier. Los clasificadores taxonómicos 

funcionan mejor cuando se entrenan en función de la 

preparación de la muestra y los parámetros de 

secuenciación específicos, incluidos los cebadores 

que se utilizaron para la amplificación y la longitud 

de las lecturas de la secuencia, estos clasificadores 

también pueden entrenarse con distintas bases de 

datos como SILVA y Green Genes. 

 

La determinación de bacterias diferencialmente 

abundantes entre dos o más ambientes, representa un 

reto que ha recibido gran interés. Los datos 

observados del microbioma (tabla OTU/SV) son 

abundancias relativas con un exceso de ceros. Dado 

que las abundancias relativas suman una constante, 

estos datos son composicionales. El estudio del 

microbioma se trata de un ámbito de investigación 

que crece muy rápidamente y en el que se desarrollan 

regularmente nuevos métodos estadísticos. 

Especialmente en el caso de los métodos de análisis 

de abundancia diferencial. Existen varios métodos en 

la literatura y cada uno de ellos tiene sus propios 

puntos fuertes y débiles, y debe considerarse que no 

todos ellos están diseñados para probar hipótesis 

estadísticas relativas al mismo parámetro. Algunos 

métodos están diseñados para probar hipótesis sobre 

la abundancia relativa, mientras que otros están 

diseñados para probar hipótesis sobre la abundancia 

absoluta y su elección afecta la tasa de 

descubrimientos falsos (FDR). Un problema 

relacionado es que se usan los términos "abundancia 

relativa" y "abundancia absoluta en una unidad de 

volumen" indistintamente. Por ello, es importante 

precisar la terminología. 

 

El análisis ANCOM (Análisis de Composiciones 

de Microbiomas) puede aplicarse para identificar 

características que son diferencialmente abundantes 

(es decir, que están presentes en diferentes 



Valdez-Palomares, Mens. Bioquim. 46 (2022): 25-33 

© 2022 Mensaje Bioquímico. Todos los derechos reservados. ISSN-0188-137X 

Comité Editorial: González Andrade, M.; Hernández Alcántara, G.; Martínez González, J.J.;  

Meraz Cruz, N.; Ramírez Silva, L.H. y Vilchis Landeros, M.M.  
Publicado por el Departamento de Bioquímica de la Facultad de Medicina; UNAM. 

31 

abundancias) entre los grupos de muestras (32). 

ANCOM asume que pocas características (menos del 

25%) cambian entre los grupos. Si esperamos que 

haya más características que cambian entre los 

grupos, no debemos utilizar ANCOM, ya que será 

más propenso a los errores de tipo I y de tipo II. 

ANCOM se basa en las frecuencias de las 

características por muestra, pero no puede tolerar 

frecuencias de cero, por lo tanto, requiere un método 

de imputación. A menudo nos interesa realizar una 

prueba de abundancia diferencial a un nivel 

taxonómico específico (32). Para ello, podemos 

contraer las características en el nivel taxonómico de 

interés al ejecutar pruebas de abundancia diferencial. 

 

Recientemente, se propuso una metodología de 

ANCOM con corrección de Sesgo (ANCOM-BC), 

que estima las fracciones de muestreo desconocidas y 

corrige el sesgo inducido por sus diferencias entre 

muestras. Los datos de abundancia absoluta se 

modelan utilizando un marco de regresión lineal (33) 

Se han realizado estudios de simulación para 

comparar el FDR de ANCOM como ANCOM-BC, 

únicamente fallan no controlando el FDR cuando el 

tamaño de las muestras es muy pequeño, como <10 

(33). Otros métodos como Clasificación Diferencial 

(DR), DESeq2, edgeR y ALDEx2 tienden a inflar el 

FDR para todos los tamaños de muestra y su FDR 

empeora con el aumento del tamaño de la muestra 

(33). Esto se debe a que, bajo la hipótesis nula, cada 

uno de estos métodos está sesgado lejos de cero. Este 

sesgo aumenta con el tamaño de la muestra. Por lo 

tanto, el FDR aumenta con el tamaño de la muestra. 

Aunque ANCOM y ANCOM-BC tienen 

características de funcionamiento muy similares en 

términos de FDR y potencia, ANCOM-BC es 

computacionalmente más sencillo y rápido de 

implementar. A diferencia de ANCOM, ANCOM-

BC proporciona valores p individuales e intervalos 

de confianza de la diferencia por pares en la 

abundancia media para cada taxón. Entre los métodos 

disponibles actualmente, ANCOM-BC es el único 

procedimiento que proporciona valores p, e 

intervalos de confianza válidos. Además, dado que 

ANCOM-BC se basa en un marco de modelo de 

regresión, puede ampliarse fácilmente a los ajustes de 

covariables de medidas repetidas/datos longitudinales 

(34). 

 

Conclusión  

 

El uso de estas muestras fecales para el estudio de 

la microbiota intestinal, comprende distintas 

consideraciones metodológicas a implementar desde 

su obtención hasta el procesamiento de los datos 

resultantes, obtenidos mediante metodologías de 

secuenciación y su análisis. Es por esto que el 

conocimiento de los retos asociados a la obtención, 

almacenamiento y procesamiento de muestras fecales 

y la disponibilidad de técnicas de secuenciación y 

herramientas bioinformáticas para los análisis de 

diversidad y taxonomía, puede ayudarnos a mejorar 

nuestro diseño de experimental al estudiar a la 

microbiota intestinal.  
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